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第一章 序論 
 糖尿病はインスリン作用不足に基づく慢性高血糖状態を主徴とする代謝疾患群である．
糖尿病は，その成因により 1 型，2 型，その他の特定の機序，疾患によるものおよび妊娠糖
尿病に分類されるが，2 型糖尿病がその大半を占める．International Diabetes Federation の統
計によると，世界では 2015 年において糖尿病人口が約 4 億 1,500 万人，成人（20-79 歳）人
口の 9%を占めており，2040 年には約 6 億 4,200 万人，10%にまで増加すると予測されてい
る．1) 我が国では，平成 28 年の国民健康・栄養調査によって 20 歳以上の成人において｢糖
尿病が強く疑われる人｣と｢糖尿病を否定できない人｣を合わせ約 2,000 万人いることが明ら
かとなった．また，「糖尿病が強く疑われる人」は調査が開始された平成 9 年以降増加し続
けていることも判明し，我が国においても糖尿病の増加が懸念されている．2) 糖尿病による
慢性高血糖やそれに伴う代謝異常は三大合併症（網膜症，腎症，神経障害）の原因となる
細小血管障害と動脈硬化の原因となる大血管障害を進展させる．糖尿病患者では動脈硬化
性疾患である下肢の末梢動脈疾患（PAD）を起こしやすく，重症化すると切断に至る．さら
に間欠性跛行の症状を有する PAD 患者の 5 年生存率は 70%と低く，その死因は虚血性心疾
患，脳血管障害が多い．3) そのため PAD は，生命予後にも配慮しなければならない疾患で
ある．このような糖尿病において促進される動脈硬化の原因として，血管における酸化ス
トレスの亢進が挙げられる．実際，糖尿病モデル動物の大動脈や冠動脈において酸化スト
レスの亢進とその機序が推定されている．4-6) しかし，PAD の好発部位である大腿動脈にお
ける報告 7) は少なく不明な点が多い． 
スタチンは，3-ヒドロキシ-3-メチルグルタリル補酵素 A（HMG-CoA）還元酵素を特異的
に阻害し，低比重リポタンパク質（LDL）コレステロールを低下させると共に，大規模臨床
試験によって冠動脈疾患のリスクを減少することが知られている．8)  一方，スタチンには，
コレステロール低下作用では説明のつかない他の作用機序によって動脈硬化性疾患の発症
や進展を抑制することを示す報告がある．9-11) このコレステロール低下作用に依存しない作
用は，多面的効果（pleiotropic effects）として内皮機能改善作用，抗炎症作用，抗酸化作用
およびプラーク安定化作用などが in vivo，in vitro 実験の結果から報告されている．12-15) 実
際，動脈硬化の発症や進展を促進する 2 型糖尿病患者にスタチンを投与した臨床試験では，
下肢動脈において動脈硬化の進展を抑制するとの報告 16) があり，その作用は pleiotropic 
effectsによるものと考えられているが，17) その抑制機序については明らかとなっていない． 
一方，近年スタチンは，糖尿病の新規発症のリスクを増加させるとの報告があり,18-20) ス
タチン投与による糖代謝の悪化が懸念されている．また，その機序の一つとしてスタチン
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がインスリン感受性を増加させるアディポネクチン（Ad）の分泌を低下させる可能性が示
唆されている．21) しかし，2 型糖尿病をすでに発症した患者の血糖コントロール及び血中
Ad 濃度に及ぼす影響については，未だ結論が出ていないのが現状である． 
本研究では，2 型糖尿病モデルラットの大腿動脈を用いてスーパーオキシドの産生増加と
その機序につい検討した．また，2 型糖尿病モデルラットにスタチンの一種であるプラバス
タチンを慢性投与し，その効果を検討した．続いて，2 型糖尿病患者の血糖コントロールお
よび血中 Ad 濃度に対するスタチンの影響について検討を行った． 
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第二章 2 型糖尿病モデルラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加機序の解
明とプラバスタチン慢性投与効果 
 
2.1 緒言 
糖尿病は動脈硬化性疾患である PAD の重要なリスクファクターの一つである．3) 糖尿病
における PAD などを引き起こす動脈硬化の発症および進展は，血管内皮が障害されること
によって引き起こされると考えられている．22) この血管内皮機能を障害する原因として血
管における生体内活性酸素種 （ROS）の産生増加が挙げられ，その機序として糖尿病およ
び高血糖条件下においてミトコンドリアの活性化亢進，23) ニコチンアミドアデニンジヌク
レオチドリン酸 ［NAD(P)H］オキダーゼの活性化ならびに発現の増加および内皮型一酸化
窒素合成酵素（eNOS）アンカップリングなどが推定されている．24-25) 一方，高血糖状態に
おいて促進される終末糖化産物（AGEs）の生成やその蓄積は，糖尿病合併症である腎症，
網膜症および動脈硬化の発症や進展に関連していることが知られており，中でもグリセル
アルデヒド由来の AGEs（Glycer-AGEs）は，その影響が強いとされる．26-28) Glycer-AGEs
がそれらの合併症を引き起こす原因として，その受容体である AGE 受容体（RAGE）と結
合することによって NAD(P)H オキシダーゼの活性化を誘導し，血管内皮細胞におけるスー
パーオキシドを過剰産生させることによって引き起されると推察されている．27, 29) また，
興味深いことに高血糖条件下のウシ大動脈内皮細胞において認められた AGEs およびソル
ビトールの産生増加，プロテインキナーゼ C（PKC）の活性化ならびにスーパーオキシド産
生の増加は，ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II 阻害薬であるテノイルトリフルオロアセトン
（TTFA）によって抑制された．23) このことからミトコンドリアの活性化亢進は，高血糖お
よび AGEs が引き起こす細胞内のスーパーオキシド産生に重要な役割を担っていることが
示唆されるが，ミトコンドリアの活性化亢進と AGEs の関係については未だ詳細に解明され
ていない． 
 今回，本研究で使用した Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty（OLETF）ラットは，ヒト 2
型糖尿病モデル動物として確立されており，30) 多くの研究に用いられている．OLETF ラッ
トを用いた以前の研究では，大動脈や冠動脈においてスーパーオキシド産生が増加してい
るとの報告があり，その機序として NAD(P)H オキシダーゼの活性化や eNOS アンカップリ
ングが推定されている．4-6) 同様にストレプトゾトシンの投与により誘発した 1 型糖尿病モ
デルラットの大腿動脈では，NAD(P)H オキシダーゼの活性化と eNOS アンカップリングを
介したスーパーオキシド産生の増加が確認されている．7) しかし，2 型糖尿病モデルラット
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大腿動脈におけるスーパーオキシド産生の増加およびその機序については未だ解明されて
いない． 
 肥満や 2 型糖尿病の代謝異常に関連して起こる高コレステロール血症は，PAD を引き起
こす独立したリスク因子であることが知られている．また，コレステロール低下作用を有
するスタチンは，前述のとおり心血管疾患のリスクを減少させる．そのためスタチンは，
高コレステロール血症患者に対し積極的に用いられているのが現状である．8) これまでに
PAD 患者に対して行われたスタチンを用いた臨床試験では，心筋梗塞既往歴および狭心症
を有する患者に対して新規間欠性跛行の発症を抑制することや，高コレステロール血症を
合併する 2 型糖尿病患者に対し下肢動脈の硬化を改善したとの報告があり，17, 31) スタチン
が PAD の進行の抑制や症状を改善させることが示唆されている．これらの PAD に対するス
タチンの効果は，pleiotropic effects によるものと考えられているが，18) その機序については
十分に解明されていない．また，上述の OLETF ラットを用いた報告では，スタチンの一種
であるプラバスタチンが大動脈や冠動脈において NAD(P)H オキシダーゼの活性化や eNOS
アンカップリングを抑制することで血管におけるスーパーオキシドの産生を減少させるこ
とが示唆されている．4-6) しかし，PAD の好発部位である 2 型糖尿病の大腿動脈におけるス
タチンの効果についての報告は無く未だ不明である． 
そこで本研究では，まず初めに OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生
について評価した．続いて，OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生に対
するミトコンドリアの活性化亢進および Glycer-AGEs の影響について検討した．また，高
血糖初期段階からのプラバスタチンの慢性投与が，OLETF ラット大腿動脈のスーパーオキ
シド産生および血清 Glycer-AGEs 濃度に与える影響について検討した． 
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2.2 実験材料および実験方法 
2.2.1 試薬 
プラバスタチンナトリウム塩は第一三共株式会社（東京）より供与された．ウシ血清ア
ルブミン（BSA），Glycer-AGEs-BSA のリン酸緩衝食塩水（PBS）溶液は金沢医科大学教授 竹
内正義先生より供与された．ジヒドロエチジウム（DHE）は Molecular Probes 社（オレゴン
州ユージーン，米国）より，BCA protein assay kit は，Thermo Scientific 社（マサチューセッ
ツ州ウォルサム，米国）より，O.C.T. compound は Sakura Finetek 社（東京）より，TTFA は
Sigma-Aldrich 社（ミズリー州セントルイス，米国）より，セボフルランは丸石製薬株式会
社（大阪）より，カルシウム-マグネシウム不含リン酸緩衝食塩水［PBS(-)］用錠剤は大日
本製薬株式会社（大阪）より，D (+)-グルコース，2-[4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジニ
ル]-エタンスルホン酸 （HEPES），エタノール，塩酸，塩化カリウム，塩化カルシウム二水
和物，塩化ナトリウム，塩化マグネシウム六水和物，水酸化ナトリウム，炭酸水素ナトリ
ウム，硫酸マグネシウム七水和物，リン酸水素二カリウム，リン酸二水素カリウム，リン
酸水素ナトリウム，リン酸二水素ナトリウム二水和物，8-アミノ-5-クロロ-7-フェニルピリ
ド[3,4-d] ピリダジン-1,4-(2H,3H) ジオンナトリウム塩（L-012），ジメチルスルホキシド
（DMSO）は和光純薬工業社（大阪）より購入した．その他，実験に使用した試薬類は市販
品の特級または生化学用のものを使用した． 
 
2.2.2 実験動物 
本研究における全ての実験は，名古屋市立大学動物実験ガイドラインにしたがって実施
した．また，本研究は名古屋市立大学の動物バイオ倫理審査委員会の承認を得て実施した．
2 型糖尿病モデル動物として雄性 OLETF ラット（n = 40）を用いた．対照群として同起源の
糖尿病を発症しない同週齢の雄性 Long-Evans Tokushima Otsuka（LETO）ラット（n = 20）
を用いた．LETO および OLETF ラットは，大塚製薬株式会社徳島研究所（徳島）から入手
した．ラットは，自由に餌と水を摂取することができるようにし，12 時間ごとの明暗サイ
クルで温度および湿度をコントロールした部屋で飼育した．プラバスタチン（100 mg/kg/day）
は，OLETF ラットの約半数（n = 19）に 20 週齢から 28 週齢の 8 週間自由飲水にて投与した．
4-6) ラットは，投与開始 8 週間後に一晩絶食させた後，セボフルランで吸入麻酔し，放血に
より殺処分した．また，大腿動脈は摘出した後，直ちにクレブス溶液に入れた．その後，
筋肉，結合組織および脂肪を除去し，実験に用いるまで新たなクレブス溶液に入れ 4℃で静
置した． 
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血液サンプルは，空腹時血糖値，ヘモグロビン A1c（HbA1c）値，血清インスリン値，総
コレステロール値，中性脂肪値，高比重リポタンパク質（HDL）コレステロール値および
LDL コレステロール値を測定するため採取した． 
 
2.2.3 血液パラメーターの測定 
 血糖値および HbA1c 値の測定には，全血を用いて測定した．血糖値は，グルテストエー
ス R（三和化学研究所，名古屋，日本）を使用しグルコースオキシダーゼ法にて測定した．
HbA1c 値は，DCA バンテージ（Siemens Healthcare Diagnostics 社，ミュンヘン，独国）を用
い免疫凝集比濁法にて測定した．血清インスリン値は，インスリン測定キット
（AKRIN-010T シバヤギ社，群馬，日本）を使用し酵素結合免疫吸着検定法（ELISA）に
て測定した．また，測定した血糖値および血清インスリン値を用いて，インスリン抵抗性
指数（HOMA-IR）を算出した［HOMA-IR: 血清インスリン値（μU/mL）×血糖値（mM）/22.5］．
6) 総コレステロール値と LDL コレステロール値の測定は，酵素法にて測定した．また，中
性脂肪値は，比色法を用い，HDL コレステロール値は，直接法を用いて測定した．なお，
総コレステロール値と LDL コレステロール値，中性脂肪値および HDL コレステロール値
の測定は，株式会社福山臨床検査センター高松支店に依頼した． 
 
2.2.4 Glycer-AGEs の測定 
 Glycer-AGEs は 28 週齢に採取した血清サンプルを用いて行った．また，Glycer-AGEs の
測定には，免疫精製した抗 Glycer-AGEs 抗体を用いた ELISA 法にて行った．32) ELISA 法は，
まず始めに 1 µg/mL Glycer-AGEs-BSA で 96 ウェルマイクロタイタープレートをコーティン
グし，低温室にて一晩インキュベートした．その後，PBS-Tween-20 溶液 0.3 mL で 3 回各ウ
ェルを洗浄し，PBS に溶解した 1% BSA 溶液 0.2 mL で 1 時間ブロッキングを行った．各ウ
ェルを PBS-Tween-20 溶液で洗浄した後，検体 50 µL と抗 Glycer-AGEs 抗体（1：1,000）50 
µL を添加し競合させ，水平振盪式のシェーカーを用いて 2 時間室温にて振盪した．続いて，
各ウェルを PBS-Tween-20 溶液で洗浄し，アルカリホスファターゼ標識抗ウサギ IgG 抗体を
添加し反応させた．最後に発色基質 p-ニトロフェニルリン酸を用いて発色させ測定した．
測定結果は，血清 1 mL 中の Glycer-AGEs units（U）で表した．1 U は，標品 Glycer-AGEs-BSA 
1 µg に相当する．32) また，今回用いた ELISA 法の感度は，0.01 U/mL であり，アッセイ内，
アッセイ間の変動係数は，それぞれ 6.2%と 8.8%であった．33) なお，Glycer-AGEs の測定は，
金沢医科大学教授 竹内正義先生に行って頂いた． 
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2.2.5 化学発光法を用いたスーパーオキシドの測定 
 大腿動脈におけるスーパーオキシド産生の測定は，化学発光試薬である L-012 を用いて
行った．4-6) 大腿動脈は（6 mm），測定前にクレブス溶液に入れ 37℃，5% CO2/95% air 条件
下で 30 分間インキュベートした．大腿動脈におけるスーパーオキシドの測定にあたりまず
始めに L-012（100 μM）を含む改変クレブス-HEPES 緩衝液をルミノメーター用バイアルチ
ューブに入れルミノメーター（Lumat LB 9507 Luminometer; Berthold 社，バート・ヴィルト
バート，独国）で化学発光を測定した．得られた値は，バックグラウンドシグナルとした．
続いて大腿動脈をルミノメーター用バイアルチューブに入れ化学発光を測定した．化学発
光は，37℃，1 秒間隔で 30 分間測定した．大腿動脈の化学発光は，血管存在下の化学発光
からバックグラウンドシグナルを引き計算した．一連の実験の後，大腿動脈のタンパク質
を定量し大腿動脈の化学発光を補正した．評価には，安定した 5 分間の値から平均値を算
出し，大腿動脈のタンパク量で除した値を用い，RLU/sec/μg protein で表した．タンパク質
の含有量は，BCA protein assay kit（Thermo Fisher Scientific 社，マサチューセッツ州ウォル
サム，米国）を用いて定量した． 
 
2.2.6 蛍光色素を用いたスーパーオキシドの測定 
 大腿動脈におけるスーパーオキシド産生は，化学発光法とは別に酸化的蛍光色素である
ジヒドロエチジウム（DHE）を用いて検出した．4, 5) O.C.T. compound を用いて包埋した大腿
動脈（4 mm）を凍結ミクロトーム（LEICA，CM1850，ウェツラー，独国）を用いて厚さ
10 μm の凍結切片を作製し，MAS コート付スライドグラス（Matunami Glass 社，大阪，日
本）に貼付した．作製した標本は，改変クレブス-HEPES 緩衝液に溶解した DHE 溶液（2 μM）
中で遮光，37℃にて 5% CO2インキュベーター（SANYO，MCO-5M，大阪，日本）中で 30
分間インキュベートした．その後，標本を PBS(-)で 3 回洗浄し，最後に PBS(-)で満たし封
入した．標本は，共焦点レーザースキャン顕微鏡（LSM 510; Carl Zeiss，イチェーナ，独国，
励起波長 488 nm，蛍光波長 585 nm）を用いて撮影した．それぞれの標本の蛍光強度は，
Image J（アメリカ国立衛生研究所，メリーランド州ベセスダ，米国）を用い 8×8 pixels をラ
ンダムに 10 点選択した値を平均化し評価した． 
 
2.2.7 TTFA 処理によるスーパーオキシド産生の変動の測定 
 本実験には，OLETF ラットおよびプラバスタチンを投与した OLETF ラットの大腿動脈を
用いた．ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II の特異的阻害薬である TTFA の影響を評価するた
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め 2.2.6と同様の手段で作製した標本にクレブス-ヘンゼライト緩衝液に溶解した TTFA溶液
34, 35)（10 μM）または Vehicle として 0.1%エタノール中で遮光，37℃にて 5% CO2インキュ
ベーター中で 40 分間静置した．その後，2.2.6 と同様に蛍光色素である DHE を用いてスー
パーオキシドを検出し，その蛍光強度を評価した． 
 
2.2.8 Glycer-AGEs および TTFA 処理によるスーパーオキシド産生の変動の測定 
 本実験には，プラバスタチンを投与した OLETF ラットの大腿動脈を用いた．Glycer-AGEs
およびTTFA の影響を評価するため 2.2.6と同様の手段で作製した標本にクレブス-ヘンゼラ
イト緩衝液に溶解した 1 mg/mL Glycer-AGEs-BSA 溶液，1 mg/mL Glycer-AGEs-BSA+TTFA
（10 μM）溶液および Vehicle として 1 mg/mL BSA 溶液中で遮光，37℃にて 5% CO2 インキ
ュベーター中で 60 分間静置した．その後，2.2.6 と同様に蛍光色素である DHE を用いてス
ーパーオキシドを検出し，その蛍光強度を評価した． 
 
2.2.9 溶液組成 
クレブス溶液は 137 .4 mM 塩化ナトリウム，5.9 mM 塩化カリウム，15.5 mM 炭酸水素ナ
トリウム，1.2 mM 塩化マグネシウム，1.2 mM リン酸二水素カリウム，11.5 mM グルコース，
2.5 mM 塩化カルシウムを含み，CO2曝気して pH 7.3-7.4 とした．クレブス-ヘンゼライト緩
衝液には 118.3 mM 塩化ナトリウム，4.7 mM 塩化カリウム，25 mM 炭酸水素ナトリウム，
1.2 mM 硫酸マグネシウム，1.2 mM リン酸二水素カリウム，11 mM グルコース，2.5 mM 塩
化カルシウムを含み，2 M 塩化水素にて pH 7.4 に調製した．改変クレブス-HEPES 緩衝液は
20 mM HEPES，99 mM 塩化ナトリウム，4.7 mM 塩化カリウム，1.2 mM 硫酸マグネシウム，
1.03 mM リン酸水素カリウム，25 mM 炭酸水素ナトリウム，11.1 mM グルコース，1.9 mM
塩化カルシウムを含み，0.1 M 水酸化ナトリウムにて pH 7.4 に調製した． 
 
2.2.10 試薬の調製 
DHE は，DMSO に溶解し原液とした．また，TTFA は，エタノールに溶解し原液とした．
その他の試薬は，ultrapure Milli-Q water（Japan Millipore Corp，東京，日本）に溶解した．こ
れらの原液は，－80℃で保存し，実験時に改変クレブス-HEPES 緩衝液あるいはクレブス-
ヘンゼライト緩衝液に溶解し使用した． 
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2.2.11 統計学的解析 
測定値は全て測定値の平均値 ± 標準誤差で表記した．多重の比較には，一元配置分散分
析の後にボンフェローニ補正多重比較検定を用いた．また，2 群での比較には，対応のある
t 検定を用いた．危険率 5%未満を有意とした．  
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2.3 実験結果 
2.3.1 LETO，OLETF およびプラバスタチン投与 OLETF ラットの代謝的特徴 
28 週齢の LETO ラット，OLETF ラットおよびプラバスタチンを投与した OLETF ラット
の各パラメーターを Table 1 に示した．OLETF ラットは LETO ラットに比べ体重，血糖値，
HbA1c 値，血清インスリン値，HOMA-IR，総コレステロール値，中性脂肪値，HDL コレス
テロール値が有意に増加していた．しかし，LDL コレステロール値および LDL コレステロ
ール/HDL コレステロール比は，LETO ラットおよび OLETF ラットの両群で有意な差は認め
られなかった．一方，8 週間 OLETF ラットにプラバスタチンを投与した結果，血糖値は LETO
ラットと比べ有意に高い値を示したもののOLETFラットと比べ有意に減少していた．また，
プラバスタチンの投与によって LDL コレステロール値がわずかに増加していたが，その他
のパラメーターに変化は認められなかった． 
 
Table 1. Metabolic Characteristics of LETO, OLETF, and Pravastatin-treated OLETF 
(OLETF + PVS) Rats  
 LETO (n = 20) OLETF (n = 21) OLETF+PVS (n = 19) 
Body weight (g) 507.3 ± 7.0 667.0 ± 9.5** 667.0 ± 6.1** 
Blood glucose (mg/dL)  86.1 ± 2.9  136.0 ± 7.4** 112.2 ± 6.6*§  
HbA1c (%)   3.4 ± 0.0   4.8 ± 0.2**   4.5 ± 0.2**  
Insulin (ng/mL)   1.2 ± 0.3   2.2 ± 0.2*   2.2 ± 0.3* 
HOMA-IR score   6.6 ± 1.5  20.2 ± 3.0**  17.1 ± 3.2* 
Triglyceride (mg/dL)  35.3 ± 1.8 296.9 ± 22.8** 268.3 ± 16.5** 
Total cholesterol (mg/dL)  96.7 ± 1.9 148.2 ± 6.8** 158.9 ± 6.7** 
HDL-cholesterol (mg/dL)  64.0 ± 1.3  91.6 ± 3.7**  99.2 ± 3.5** 
LDL-cholesterol (mg/dL)  22.9 ± 0.9  29.4 ± 2.2  35.8 ± 2.6** 
LDL/HDL cholesterol ratio  0.36 ± 0.01  0.31 ± 0.01  0.35 ± 0.02  
 
(n) Indicates the number of animals used. Values are mean ± standard error of the mean (SEM). 
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. LETO. §p < 0.05 vs. OLETF. LETO, Long-Evans Tokushima Otsuka 
rats; OLETF, Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty rats; OLETF + PVS, pravastatin-treated 
OLETF rats; HbA1c, glycated hemoglobin A1c; HOMA-IR, homeostasis model assessment of 
insulin resistance; HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-cholesterol, 
low-density lipoprotein-cholesterol. 
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2.3.2 大腿動脈におけるスーパーオキシド産生 
2.3.2.1 化学発光法を用いた評価 
 OLETF ラットの大腿動脈におけるスーパーオキシド産生は，LETO ラットに比べ有意に
増加していた．また，プラバスタチンの投与は，OLETF ラット大腿動脈におけるスーパー
オキシド産生を有意に抑制した（Fig. 1A）． 
 
2.3.2.2 蛍光色素 DHE を用いた評価 
OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシド産生は，LETO ラットと比べ有意に増
加していた．一方，プラバスタチンを投与した OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオ
キシド産生は，OLETF ラットと比べ有意な差は認められなかったものの LETO ラットと同
等の値を示した（Fig. 1B）．また，ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II 阻害薬 TTFA で処理した
ところ，OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシド産生が有意に減少した．しかし，
TTFA 処理によってプラバスタチンを投与した OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオ
キシド産生に変化は認められなかった（Fig. 2）． 
 
2.3.3 血清 Glycer-AGEs 
OLETF ラットの血清 Glycer-AGEs 濃度は，LETO ラットに比べ有意に増加していた．一
方，OLETF ラットにプラバスタチンを投与した結果，血清 Glycer-AGEs 濃度は有意に減少
し LETO ラットとほぼ同程度となった（Fig. 3）． 
 
2.3.4 プラバスタチン投与 OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシド産生に対す
る Glycer-AGEs および TTFA の効果 
2.3.3 の結果より，プラバスタチンを投与した OLETF ラットの血清では Glycer-AGEs 濃度
が低下していた．そのため，プラバスタチンを投与した OLETF ラットの大腿動脈に
Glycer-AGEs を添加し，スーパーオキシド産生に対する Glycer-AGEs の影響を検討した．さ
らに，ミトコンドリアの活性化亢進に対する Glycer-AGEs の影響を検討するため，
Glycer-AGEs とミトコンドリア呼吸鎖複合体 II 阻害薬である TTFA を同時に添加し OLETF
ラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生を評価した．Glycer-AGEs による処理は，
プラバスタチンを投与した OLETFラット大腿動脈におけるスーパーオキシド産生を有意に
増加させた．一方，Glycer-AGEs および TTFA の同時処理は，Glycer-AGEs によって増加し
たスーパーオキシド産生を約 35%抑制した（Fig. 4）． 
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Fig. 1. Superoxide Production in Femoral Arteries of LETO, OLETF, and 
Pravastatin-treated OLETF (OLETF + PVS) Rats.  
(A) Chemiluminescence intensity of the superoxide-sensitive dye L-012. Data are shown as 
mean ± standard error of the mean (SEM), n = 4. **p < 0.01 vs. LETO, §§p < 0.01 vs. OLETF. 
(B) a) Fluorescence intensity of superoxide-sensitive dye dihydroethidium and b) summary of 
the results. Data are mean ± SEM, n = 5. *p < 0.05 vs. LETO. 
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Fig. 2. Effects of Thenoyltrifluoroacetone (TTFA) on Superoxide Production in Femoral 
Arteries of Pravastatin-treated OLETF (OLETF + PVS) Rats.  
(A) Fluorescent signal of dihydroethidium in femoral artery histological sections observed under 
a confocal microscope. (B) Quantification of fluorescence intensity of the superoxide-sensitive 
dye dihydroethidium. OLETF rats administered the vehicle were used as control. Data are mean 
± standard error of the mean (SEM), n = 6. **p < 0.01 vs. vehicle. 
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Fig. 4. Effects of Glycer-AGEs with and without Thenoyltrifluoroacetone (TTFA) on 
Superoxide Production in Femoral Arteries of Pravastatin-treated OLETF (OLETF + PVS) 
Rats.  
(A) Fluorescent signal of dihydroethidium in femoral artery histological sections observed under 
a confocal microscope. (B) Quantification of fluorescence intensity of the superoxide-sensitive 
dye dihydroethidium. OLETF rats administered the vehicle were used as control. Data are mean 
± standard error of the mean (SEM), n = 3. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. vehicle, §p < 0.05 vs. 
Glycer-AGEs. 
Fig. 3. Serum Glycer-AGE levels in LETO, OLETF, and Pravastatin-treated OLETF 
(OLETF+PVS) Rats.  
Serum was collected after euthanizing the rats at 28 weeks of age. Glycer-AGE content was 
determined via ELISA. Data are mean ± standard error of the mean (SEM), n = 10. **p < 0.01 
vs. LETO, §§p < 0.01 vs. OLETF. 
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2.4 考察 
2 型糖尿病モデル動物として多用される OLETF ラットは，12 週齢からインスリン抵抗性
を，18 週齢以降には遅発性の高血糖症状をきたし，24 週齢から糖尿病と診断される．さら
に，60 週齢では血漿インスリンが低値を示すことが知られている．30) 本研究においても 28
週齢の OLETF ラットは，同週齢の LETO ラットに比べ体重，血糖値，HbA1c 値，血清イン
スリン値，HOMR-IR の増加を認め，肥満，高血糖およびインスリン抵抗性を示した．さら
に，OLETF ラットでは，LETO ラットに比べ総コレステロール値および中性脂肪値の増加
がみられ，インスリン抵抗性および糖代謝の悪化の要因となる脂質代謝異常が認められた． 
本研究では，化学発光法およびDHE染色法を用いて大腿動脈におけるスーパーオキシド
の産生量を評価した．化学発光法による評価では，LETOラットと比べOLETFラットにおい
て化学発光の有意な増加が認められた．また，DHE染色法においてもLETOラットに比べ
OLETFラットにおいて蛍光強度が増加しており同様の結果となった．このことからOLETF
ラットの大腿動脈では，スーパーオキシドの産生が増加していることが明らかとなった．
また，この結果は同時期のOLETFラット大動脈および冠動脈における報告5, 6)と同様の結果
であった． 
これまでの報告により高血糖状態によって増加した AGEs は，その受容体である RAGE
と結合することでNAD(P)H オキシダーゼを活性化させ細胞内のスーパーオキシド産生を増
加させることが示唆されている．27, 29) さらに，34 週齢の OLETF ラット大動脈では，LETO
ラットと比べ Glycer-AGEs の蓄積，RAGE の遺伝子発現ならびにタンパク質発現，酸化スト
レスマーカーである 8-ヒドロキシデオキシグアノシンおよびNAD(P)Hオキシダーゼの発現
の増加が認められている．36) 本研究においても 28 週齢の OLETF ラットの血清における
Glycer-AGEs 濃度が LETO ラットに比べ有意に増加していた．さらに，プラバスタチンを投
与した OLETF ラット大腿動脈に Glycer-AGEs を処理したところ，スーパーオキシドの産生
を増加させることが明らかとなった．そのため，高血糖状態で増加した Glycer-AGEs は，
OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加に関与している可能性が示唆
された． 
一方，ミトコンドリア呼吸鎖複合体におけるスーパーオキシドの過剰産生は，糖尿病に
おける酸化ストレス亢進の機序の一つとして推定されており，特に，ミトコンドリア呼吸
鎖複合体Ⅰ，Ⅲおよびその中間に存在するユビキノンに電子が伝達される際にスーパーオ
キシドが発生すると考えられている．37-39) 高血糖状態では，細胞内に流入するグルコース
が増加し，解糖系を活性化させピルビン酸の産生を増加させる．続いて，増加したピルビ
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ン酸は，クエン酸回路を促進し，NADHおよび1,5-ジヒドロフラビンアデニンジヌクレオチ
ド （FADH2）の産生を増加させる．このNADHおよびFADH2は，ミトコンドリア呼吸鎖複
合体ⅠおよびⅡに電子を供給し電子伝達系を増強することによってプロトン濃度勾配を形
成し，結果的にスーパーオキシドの産生を増加させる．23) 実際，ウシ大動脈内皮細胞では，
高血糖条件下において増加したスーパーオキシド産生が，ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅱ
特異的阻害薬であるTTFAや脱共役剤であるカルボニルシアニドm-クロロフェニルヒドラ
ゾンの作用によって減少した．23) また，同報告ではミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅰ阻害薬
であるロテノンを作用させても，スーパーオキシドの産生に影響が認められないとの結果
が得られている．23) 同様にOLETFラット大動脈においてミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅰ阻
害薬であるロテノンの効果を検証したところ，ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅰを阻害して
もスーパーキシド産生に影響を与えないとの結果が報告された．4) 一方，42週齢のOLETF
ラット大動脈および心臓組織においてミトコンドリア由来のROSが増加しているとの報告
がある．40) 今回の研究結果ではOLETFラット大腿動脈で増加したスーパーオキシド産生が
ミトコンドリア呼吸鎖複合体II阻害薬であるTTFAによって抑制された．また，プラバスタ
チンを投与したOLETFラット大腿動脈においてGlycer-AGEs処理によって増加したスーパ
ーオキシド産生をTTFAが抑制することが明らかとなった．以上のことから，ミトコンドリ
ア呼吸鎖複合体Ⅱは，OLETFラット大腿動脈におけるスーパーオキシド産生の増加を促進
する役割を担っている可能性が示唆された．しかし，OLETFラット大動脈におけるスーパ
ーオキシド産生は，PKC活性化剤であるホルボール12,13-ジブチレートによって増強される
こと，また，その効果がNAD(P)Hオキシダーゼ阻害薬アポシニンによって抑制されるとの
報告もあることから，4) 大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加には，NAD(P)Hオ
キシダーゼが関与している可能性も考えられた． 
本研究では，高血糖状態をきたして間もない 20 週齢の OLETF ラットにプラバスタチン
を 8 週間自由飲水投与し，その効果について検証した．プラバスタチンを投与した結果，
総コレステロール値，LDL コレステロール値の減少は認められず，プラバスタチンによる
脂質代謝改善作用は認められなかった．スタチンは，肝臓において HMG-CoA 還元酵素を
阻害しコレステロール低下作用を示すが，ラットやマウスにスタチンを投与すると投与直
後では血清コレステロール値の低下が確認されるものの，長期にわたって投与すると
HMG-CoA 還元酵素が著しく増加し，血清コレステロール値に変化が認められなくなること
が知られている．そのため，本研究においてもプラバスタチンが同様式によってコレステ
ロール低下作用を示さなかったと考えられた．41) 一方，糖代謝に与える影響を検討したと
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ころ，血糖値の減少がみられたものの HbA1c 値，血清インスリン値および HOMA-IR に変
化が認められず，脂質代謝と同様にプラバスタチンによって著しい糖代謝改善作用は認め
られなかった．このような条件下，プラバスタチンは，血清 Glycer-AGEs 濃度を減少させ
ると同時に OLETF ラット大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生増加を抑制した．さら
に，OLETF ラット大腿動脈において増加したスーパーオキシドは，TTFA の処理によって
減少した．しかし，プラバスタチンを投与した OLETF ラット大腿動脈に TTFA 処理を行っ
てもスーパーオキシド産生に変化は認められなかった．加えて，プラバスタチンを投与し
た OLETF ラット大腿動脈に Glycer-AGEs を加えるとスーパーオキシド産生の増加がみられ，
Glycer-AGEs と TTFA の同時処理によって Glycer-AGEs よるスーパーオキシドの産生増加が
抑制された．以上これらの結果から，プラバスタチン慢性投与による OLETF ラット大腿動
脈におけるスーパーオキシド産生の抑制作用は，プラバスタチンが高血糖状態で増加する
Glycer-AGEsの生成を抑制することによりGlycer-AGEs増加に伴うミトコンドリアの活性化
亢進を抑制することによって引き起こされることが示唆された．また，これらの作用は，
プラバスタチンによるコレステロール低下作用とは独立したものであることが示唆された．
一方，以前の報告では，プラバスタチンの投与により OLETF ラットの冠動脈において eNOS
アンカップリングおよびNAD(P)H オキシダーゼの発現ならびに活性化を抑制することでス
ーパーオキシドの産生増加を抑制することが示唆されており，5) 大腿動脈においてプラバ
スタチンが同機序に作用しスーパーオキシド産生の増加を抑制している可能性も否定でき
ない．そのため，これらの機序に関しても今後検討していく必要があると考えられた． 
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2.5 小括 
 2 型糖尿病では，高血糖状態によって血清中に増加した Glycer-AGEs が，大腿動脈におけ
るミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅱを介して，スーパーオキシド産生を増加させることが示
唆された．また，プラバスタチンは血清 Glycer-AGEs 濃度を低下させることによって，PAD
の好発部位である大腿動脈におけるスーパーオキシド産生の増加を抑制することが示唆さ
れた． 
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第三章 高 LDL コレステロール血症を伴う 2型糖尿病患者の血糖コントロールおよび血中
アディポネクチン濃度に対するスタチンの影響 
 
3.1 緒言 
スタチンは，前述のとおり LDL コレステロール低下作用によって心血管イベントを減少
させることから，8-10, 42-44) 心血管疾患の 1 次予防および 2 次予防に使用されている．また，
2013 年に米国心臓協会/米国心臓病学会（AHA/ACC）が成人に対する動脈硬化性心血管疾
患のリスクを減少させるための脂質異常症治療に関するガイドライン 45) の中でスタチンの
使用を推奨したため使用頻度が増加し，日常的に使用されるに至っている． 
糖尿病は，心血管疾患発症の独立したリスク因子であり，46-48) 糖尿病患者において脂質
異常症の治療は積極的に行うことが推奨されている．45) 実際，脂質異常症を伴う糖尿病患
者にスタチンを投与することによって致死的および非致死的に関わらず心血管イベントの
リスクを減少させることが示されている．49, 50) そのため我が国においてスタチンは，糖尿
病患者の高 LDL コレステロール血症に対して第一選択薬として使用されている．51) 
一方，スタチンの使用は糖尿病の新規発症のリスクを減少 9) あるいは増加 18, 20) させると
の相反する報告があり，スタチンの糖代謝に与える影響については議論の分かれるところ
であった．しかし，1994 から 2009 年に実施され登録患者数が 1000 名以上で観察期間が 1
年以上のスタチンが使用された 13 のランダム化比較試験を用いたメタ解析が行われた結果，
平均観察期間 4 年間でスタチン投与群は対照群に比べ 9%のリスクの増加が認められた．19) 
そのためスタチンの使用は糖代謝を悪化させる可能性があることが指摘された．また，す
でに 2 型糖尿病に罹患している患者に対するスタチンの影響は，血糖コントロールが悪化
するとの報告 52-54) がある一方，血糖コントロールには影響しないとの報告 55-57) があり，脂
質代謝異常症を合併する 2 型糖尿病患者の血糖コントロールに対するスタチンの影響につ
いての明確な結論は出ていない． 
Ad は，脂肪細胞から分泌されるホルモンであるアディポカインの一種であり，血中濃度
の低下はインスリン抵抗性およびメタボリックシンドロームの存在と密接に関連している
ことが知られている．58) また，Ad は，肝および脂肪細胞においてアデノシン一リン酸（AMP）
活性化キナーゼ（AMPK）を活性化し，グルコースの細胞内への取り込みを増大させインス
リン感受性を増加させる．59,60) この Ad の分泌の低下は，スタチンが引き起す糖尿病の新規
発症の原因の一つと考えられている．実際，ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 γ
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（PPARγ）は，脂肪細胞の分化ならびに Ad の発現・分泌を増加させるが，マウスの脂肪前
駆細胞である3T3-L1細胞にスタチンの一種であるロバスタチンを添加するとPPARγのリガ
ンドであるファルネシルピロリン酸の産生量を低下させAdの遺伝子発現を抑制することが
報告されている．61) しかし，2 型糖尿病患者の血中 Ad 濃度に対するスタチンの影響は，血
中 Ad 濃度を増加させるとの報告がある 62, 63) 一方，影響がないとの報告があり，64, 65) スタ
チンが 2 型糖尿病患者の血中 Ad 濃度に与える影響は，血糖コントロールと同様に議論の分
かれるところである． 
そこで本研究では，高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者の血糖コントロー
ルおよび血中 Ad 濃度に対するスタチンの影響を解析した． 
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3.2 方法 
3.2.1 対象患者 
 本研究では，2011 年 9 月から 2017 年 2 月に名古屋市立大学病院内分泌・糖尿病内科外来
を受診していた血糖値コントロールが安定している 2 型糖尿病患者で同意の得られた患者
を対象とした．また，対象患者のうち，スタチンが初めて投与された患者でスタチンを 12
週間以上服用できた者をスタチン投与群とし，日本動脈硬化学会編纂の動脈硬化性疾患予
防ガイドライン 201266) における LDL コレステロール管理目標値（LDL コレステロール＜
120 mg/dL）を満たしており，スタチンが投与されていない患者で同意取得後 12 週以上観察
できた者を対照群とした．さらに，観察期間中に糖尿病薬の変更がみられた患者，食事お
よび運動療法または生活習慣に変更がみられた患者，入院した患者および下記に示す評価
項目が調査できなかった患者を除外した．また，スタチン投与群おいて観察期間中にスタ
チンが中止もしくは他剤へ変更となった患者，対照群では観察期間中にスタチンが投与さ
れた患者を除外した． 
 
3.2.2 評価項目および調査方法 
 本研究における主要結果因子は，血中高分子量 Ad 濃度，随時血糖値および HbA1c 値の
変化率とした．また，副次的結果因子を血中総 Ad 濃度，総コレステロール値，中性脂肪値，
LDL コレステロール値および HDL コレステロール値の変化率とした．その他，交絡因子と
して年齢，ボディ・マス・インデックス（BMI），および服用している糖尿病治療薬とした．
血中 Ad 濃度の測定は，血液検査の際に採血された患者の血液より得られた残りの血漿を用
いて行った．その他の因子は，試験開始時および終了時のデータを診療録より取得した．
また BMI は，診療録から得られた体重と身長をもとに以下に示す計算式を用いて算出した． 
 
計算式: BMI = 体重 (kg)/[身長 (m)×身長 (m)] 
 
3.2.3 Ad の測定 
 血漿中の総 Ad 濃度の測定には，ヒトアディポネクチン ELISA キット（大塚製薬，東京，
日本）を高分子量 Ad 濃度の測定にはヒト高分子アディポネクチン ELISA キット（大塚製
薬，東京，日本）を使用し，添付マニュアルに従い測定した. 
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3.2.4 マッチング 
スタチン投与群の中で 15 例と最も多く投与されていたプラバスタチンによる血糖コント
ロールおよび血中 Ad 濃度に与える影響を検討した．また，プラバスタチンの影響を明確に
するため，血中Ad濃度と関連があると報告されている性別，67) 年齢（ ± 5歳以内），67) HbA1c
値（ ± 0.5%以内 ）68) を対照群とマッチさせペアを作成した上で解析を行った．  
 
3.2.5 統計学的解析 
 対照群およびスタチン投与群の試験開始時の患者背景ならびに臨床データの比較，試験
開始時から観察期間終了時における臨床データの変化率の比較について正規分布を示すデ
ータには独立の t 検定を，正規分布を示さないデータにはマン・ホイットニーの U 検定を
行い解析した．また，マッチング後の対照群およびプラバスタチン投与群の試験開始時の
患者背景ならびに臨床データの比較，試験開始時から観察期間終了時における臨床データ
の変化率の比較について正規性を示すデータには対応のある t 検定を，正規性を示さないデ
ータにはウィルコクソンの符号順位検定を行い解析した．性別の比較にはχ2検定を用いた．
統計解析には PASW statistics 18.0（SPSS 社，イリノイ州シカゴ，米国）を使用し，有意水
準を 5%未満とした．本研究の症例数は実数，値は平均値および中央値と四分位範囲（25%，
中央値，75%）にて表記した. 
 
3.2.6 倫理的配慮 
本研究は，名古屋市立大学医学研究科倫理審査委員会の承認内容に準拠して実施した．
（承認番号: 559-6） 
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3.3 試験結果 
3.3.1 観察期間終了時までの登録患者の推移 
登録患者は対照群が 62 例，スタチン投与群が 46 例であったが，対照群では，26 例が除
外基準に適合し本試験から脱落した．残る対象者のうち血液サンプルが回収できなかった
患者 2 例，体重測定が行われなかった 1 例および外来受診が継続できなかった 9 例の計 38
例が本試験から脱落した．一方，スタチン投与群では，除外基準に適合した 9 例，血液サ
ンプルが回収できなかった 4 例，外来受診が継続できなかった 4 例，副作用によってスタ
チンの投与が中止となった 3 例および服薬コンプライアンスが不良であった 2 例の計 22 例
が本試験から脱落した．最終的に対照群 24 例およびスタチン投与群 24 例のデータならび
に血液サンプルを用い解析を行った（Fig. 5）． 
 
Fig. 5. Diagram of Participants Included in This Study 
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3.3.2 試験開始時における対照群およびスタチン投与群の患者背景 
最終的に抽出された対照群（24 例; 男性 14 例，女性 10 例）およびスタチン投与群（24
例; 男性 10 例，女性 14 例）の背景ならびに糖尿病治療薬を Table 2 に示した．対照群は，
平均年齢 67（64，66，74）歳，平均糖尿病罹患歴 8.4（5.3，8.0，12.0）年，平均観察期間
16（14，15，16）週であった．一方，スタチン投与群は，平均年齢 62（57，62，71）歳，
平均糖尿病罹患歴 6.0（1.8，3.5，9.0）年，平均観察期間 16（13，16，19）週であり，平均
年齢，平均糖尿病罹患歴および平均観察期間において対照群と比べ有意な差は認められな
かった．また，投与されたスタチンは，プラバスタチンが最も多く 15 例，次いでフルバス
タチンとロスバスタチンが各 4 例，アトルバスタチンが 1 例であった． 
糖尿病治療薬は，対照群おいてジペプチジルペプチダーゼ 4（DPP4）阻害薬が 15 例，ス
ルホニ尿素系薬剤が 12 例，α-グルコシダーゼ阻害薬（α-GI）が 9 例，メトホルミンが 8 例，
インスリン製剤が 7 例，ピオグリタゾンが 1 例，グリニド系薬剤が 1 例投与されていた．
スタチン投与群では DPP4 阻害薬が 13 例，スルホニ尿素系薬剤が 5 例，α-GI が 7 例，メト
ホルミンが 11 例，インスリン製剤が 3 例，ピオグリタゾンが 4 例投与されていが，グリニ
ド系薬剤の投与は無かった．また，インスリン製剤およびスルホニル尿素系薬剤が投与さ
れている患者は，スタチン投与群に比べ対照群において多く存在した（Table 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25 
 
Table 2.  Baseline Characteristics of Subjects with Control and Statin Groups. 
 
Control (n = 24) Statin (n = 24) P value 
Age (years) 
67 
(64, 66, 74) 
62 
(57, 62, 71) 
0.081 
Gender (male/female) 14 / 10 10 / 14 0.248 
Estimated diabetic duration (years) 
8.4  
(5.3, 8.0, 12.0) 
6.0 
 (1.8, 3.5, 9.0) 
0.066 
Observation period (weeks) 
16 
(14, 15, 16) 
16 
(13, 16, 19) 
0.546 
Use of statins  
   
      Pravastatin     - 15 - 
      Fluvastatin -  4 - 
      Rosuvastatin -  4 - 
      Atorvastatin -  1 - 
Treatment of diabetes 
   
     DPP4 inhibitor 15 13 - 
     Sulfonylurea 12  5 - 
     Alpha-glucosidase inhibitor .9  7 - 
     Metformin   .8 11 - 
     Insulin    .7  3 - 
     Pioglitazone  .1  4 - 
     Glinide   .1  0 - 
 
 
 
 
  
 
(n) Indicates the number of patients. Values are mean [25th, 50th (median), and 75th percentiles]. 
DPP4, dipeptidyl-peptidase 4. 
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 3.3.3 試験開始時における対照群およびスタチン投与群の臨床的特徴 
対照群では，糖尿病患者における LDL コレステロールの管理目標値を超える患者を除外
したことから総および LDL コレステロール値がスタチン投与群に比べ有意に低下していた．
しかし，その他の脂質代謝マーカーである中性脂肪値および HDL コレステロール値では両
群間において有意な差は認められなかった．また，BMI，糖代謝マーカーである血糖値と
HbA1c値ならびに血中総および高分子量Ad濃度において両群の間に有意な差は認められな
かった（Table 3）． 
 
Table 3.  Clinical Parameters of Control and Statin Groups at Baseline.  
 
Control (n = 24) Statin (n = 24) P value 
BMI (kg/m2) 
22.5 
(20.3, 22.9, 23.9) 
24.6 
 (21.7, 24.6, 27.4) 
0.065 
Triglyceride (mg/dL) 
135 
(88, 126, 166) 
137 
(96, 129, 171) 
0.917 
Total cholesterol (mg/dL) 
179 
(161, 181, 198) 
252 
(233, 252, 268) 
< 0.001 
HDL-cholesterol (mg/dL) 
62 
(45, 58, 77) 
61 
(51, 59, 67) 
0.934 
LDL-cholesterol (mg/dL) 
89 
(78, 90, 100) 
163 
(150, 161, 178) 
< 0.001 
Blood glucose (mg/dL) 
150 
(124, 134, 175) 
146 
(113, 131,162) 
0.543 
HbA1c (%) 
6.9 
(6.5, 6.9, 7.2) 
7.1 
(6.5, 7.1, 7.7) 
0.319 
Total-adiponectin (μg/mL) 
12.7 
(7.3, 10.9, 15.3) 
12.7 
(6.8, 9.8, 16.3) 
0.726 
HMW-adiponectin (μg/mL) 
7.7 
(3.5, 5.0, 9.9) 
9.3 
(3.4, 6.7, 11.3) 
0.711 
 
 
 
 
 
(n) Indicates the number of patients. Values are mean [25th, 50th (median), and 75th 
percentiles]. BMI, body mass index; HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; 
LDL-cholesterol, low-density lipoprotein-cholesterol; HbA1c, glycated hemoglobin A1c; 
HMW-adiponectin, high molecular weight-adiponectin. 
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3.3.4 対照群およびスタチン投与群の各マーカーの経時的変化 
試験開始時から観察期間終了時における対照群およびスタチン投与群の各マーカーの変
化率を比較した結果，対照群と比べスタチン投与群において総および LDL コレステロール
値の変化率が有意に低下していた．また，中性脂肪値，HDL コレステロール値，血糖値，
HbA1c 値，血中総 Ad 濃度ならびに高分子量 Ad 濃度の変化率は，両群の間に有意な差は認
められなかった（Table 4）． 
 
Table 4.  Percent Changes of Clinical Parameters in Control and Statin Groups. 
 
Control (n = 24) Statin (n = 24) P value 
Triglyceride 
9.7 
(-20.2, 7.5, 30.8) 
8.9 
(-17.1, 5.0, 23.4) 
0.893 
Total cholesterol 
5.6 
(-0.3, 3.8, 10.9) 
-21.7 
(-29.7, -16.9, -14.9) 
< 0.001 
HDL-cholesterol 
-0.2 
(-8.0, 0.8, 6.8) 
-3.0 
(-13.2, -3.6, 5.1) 
0.434 
LDL-cholesterol 
10.9 
(-0.8, 7.5, 25.6) 
-33.1 
(-43.4, -32.3, -22.7) 
< 0.001 
Blood glucose 
-0.8 
(-24.7, -3.7, 13.9) 
2.6 
(-21.1, 4.4, 16.3) 
0.650 
HbA1c 
1.4 
(-3.0, 0.0, 5.1) 
0.5 
(-1.7, 1.5, 4.7) 
0.695 
Total-adiponectin 
1.2 
(-12.2, 3.2, 11.8) 
-4.9 
(-17.9, -8.4, 10.1) 
0.331 
HMW-adiponectin 
0.8 
(-12.0, -2.8, 20.8) 
-5.8 
(-22.1, -13.4, 5.9) 
0.155 
 
 
 
 
 
 
 
(n) Indicates the number of patients. Values are mean [25th, 50th (median), and 75th 
percentiles]. HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-cholesterol, low-density 
lipoprotein-cholesterol; HbA1c, glycated hemoglobin A1c; HMW-adiponectin, high molecular 
weight-adiponectin. 
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3.3.5 試験開始時におけるマッチング後の対照群とプラバスタチン投与群の患者背景 
スタチン投与群の中で最も多く投与されたプラバスタチンを服用した患者と同性で年齢
が ± 5 歳以内および HbA1c 値が ± 0.5%以内の条件で対照群とマッチさせたところ 11 例の
ペアが抽出された．抽出された 11 例（男性 4 例，女性 7 例）の背景ならびに糖尿病治療薬
を Table 5 に示した．マッチング後の対照群は，平均年齢 68（63，68，75）歳，平均糖尿病
罹患歴 8.1（4.0，7.0，12.0）年，平均観察期間 16（14，16，18）週であった．一方，プラ
バスタチン投与群は，平均年齢 66（61，64，74）歳，平均糖尿病罹患歴 5.3（1.5，3.0，5.5）
年，平均観察期間 18（16，19，20）週であり，平均年齢，平均糖尿病罹患歴および平均観
察期間において対照群と比べ有意な差は認められなかった． 
糖尿病治療薬は，マッチング後の対照群において DPP4 阻害薬が 7 例，スルホニ尿素系薬
剤が 3 例，α-GI が 3 例，メトホルミンが 3 例，インスリン製剤が 4 例，グリニド系薬剤が 1
例投与されていた．プラバスタチン投与群では DPP4 阻害薬が 5 例，スルホニ尿素系薬剤が
1 例，α-GI が 4 例，メトホルミンが 4 例，インスリン製剤が 2 例，ピオグリタゾンが 1 例投
与されており，両群の間に大きな違いは認められなかった（Table 5）． 
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Table 5.  Baseline Characteristics of Subjects with Matched Control and Pravastatin Groups. 
 
Matched Control 
(n = 11) 
Pravastatin 
(n = 11) 
P value 
Age (years) 
68 
(63, 68, 75) 
66 
(61, 64, 74) 
0.094 
Gender (male/female) 4 / 7 4 / 7 - 
Estimated diabetic duration (years) 
8.1 
(4.0, 7.0, 12.0) 
5.3 
(1.5, 3.0, 5.5) 
0.181 
Observation period (weeks) 
16 
(14, 16, 18) 
18 
(16, 19, 20) 
0.145 
Treatment of diabetes 
   
     DPP4 inhibitor 7 5 - 
     Sulfonylurea 3 1 - 
     Alpha-glucosidase inhibitor 3 4 - 
     Metformin 3 4 - 
     Insulin  4 2 - 
     Pioglitazone 0 1 - 
     Glinide 1 0 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(n) Indicates the number of patients. Values are mean [25th, 50th (median), and 75th 
percentiles]. DPP4, dipeptidyl-peptidase 4. 
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3.3.6 試験開始時におけるマッチング後の対照群とプラバスタチン投与群の臨床的特徴 
マッチングを行う以前の対照群と同様にマッチング後の対照群における総および LDL コ
レステロール値はプラバスタチン投与群に比べ有意に低下していた．また，プラバスタチ
ンが投与された患者と HbA1c 値 ± 0.5%以内の条件で対照群とマッチさせたが，マッチン
グ後の対照群とプラバスタチン投与群の間に有意な差が認められた．しかし，11 ペア中 4
例が同値を示し，四分位範囲においても両群とも 6.4%から 7.0%と同値であること，ならび
に血糖値において両群の間に有意な差が認められなかったことから，両群における HbA1c
値の違が以降の結果に与える影響は少ないと考えられた．一方，BMI，中性脂肪値，HDL
コレステロール値ならびに血中総および高分子量Ad濃度において両群の間に有意な差は認
められなかった（Table 6）．また，交絡因子である BMI は，試験開始時時において血中総お
よび高分子量 Ad 濃度との間に有意な相関は認められなかった． 
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Table 6.  Clinical Parameters of Matched Control and Pravastatin Groups at Baseline. 
 
Matched Control 
(n = 11) 
Pravastatin 
(n = 11) 
P value 
BMI (kg/m2) 
21.4 
(19.3, 21.4, 23.2) 
24.1 
(22.5, 23.2, 26.2) 
0.081 
Triglyceride (mg/dL) 
123 
(95, 121, 145) 
159 
(127, 150, 207) 
0.241 
Total cholesterol (mg/dL) 
182 
(171, 183, 201) 
253 
(236, 252, 270) 
< 0.001 
HDL-cholesterol (mg/dL) 
65 
(49, 61, 80) 
62 
(55, 59, 62) 
0.534 
LDL-cholesterol (mg/dL) 
93 
(83, 95, 105) 
159 
(151, 162, 167) 
< 0.001 
Blood glucose (mg/dL) 
126 
(111, 127, 130) 
132 
(108, 123, 143) 
0.476 
HbA1c (%) 
6.6 
(6.4, 6.5, 7.0) 
6.7 
(6.4, 6.7, 7.0) 
0.038 
Total-adiponectin (μg/mL) 
13.9 
(8.1, 11.8,18.4) 
12.4 
(6.6, 9.2, 16.6). 
0.534 
HMW-adiponectin (μg/mL) 
9.2 
(3.7, 8.1, 13.6) 
9.0 
(3.4, 5.3, 10.5) 
0.790 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(n) Indicates the number of patients. Values are mean [25th, 50th (median), and 75th 
percentiles]. BMI, body mass index; HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; 
LDL-cholesterol, low-density lipoprotein-cholesterol; HbA1c, glycated hemoglobin A1c; 
HMW-adiponectin, high molecular weight-adiponectin. 
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3.3.7 マッチング後の対照群およびプラバスタチン投与群の各マーカーの経時的変化 
試験開始時から観察期間終了時におけるマッチング後の対照群およびプラバスタチン投
与群の各マーカーの変化率を比較した結果，マッチング後の対照群と比べプラバスタチン
投与群において総および LDL コレステロール値ならびに血中高分子量 Ad 濃度の変化率が
有意に低下していた．また，中性脂肪値，HDL コレステロール値，血糖値，HbA1c 値およ
び血中総 Ad 濃度の変化率は，両群の間に有意な差は認められなかった（Table 7）． 
 
Table 7.  Percent Changes of Clinical Parameters in Matched Control and Pravastastatin  
Groups. 
 
Matched Control 
(n = 11) 
Pravastatin 
(n = 11) 
P value 
Triglyceride 
15.9 
(0.4, 8.0, 22.7) 
12.3 
(-19.8, 0.6, 25.4) 
0.286 
Total cholesterol 
7.9 
(-1.4, 4.2, 14.1) 
-18.7 
(-22.3, -15.9, -13.3) 
< 0.001 
HDL-cholesterol 
0.5 
(-5.9, 0.0, 6.5) 
-4.7 
(-15.7, -8.5, 7.2) 
0.413 
LDL-cholesterol 
12.0 
(0.5, 5.1, 27.6) 
-30.7 
(-38.4, -33.3, -18.4) 
< 0.001 
Blood glucose 
1.8 
(-16.7, -6.6, -9.7) 
12.6 
(-3.9, 10.9, 16.9) 
0.450 
HbA1c 
1.3 
(-3.2, 0.0, 2.9) 
2.8 
(0.6, 3.0, 4.8) 
0.202 
Total-adiponectin 
4.4 
(-7.0, 3.1, 17.1) 
-10.2 
(-18.9, -13.5, -5.5) 
0.137 
HMW-adiponectin 
5.6 
(-12.2, 0.1, 23.9) 
-19.0 
(-31.1, -21.3, -12.3) 
0.023 
 
 
 
 
 
(n) Indicates the number of patients. Values are mean [25th, 50th (median), and 75th 
percentiles]. HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-cholesterol, low-density 
lipoprotein-cholesterol; HbA1c, glycated hemoglobin A1c; HMW-adiponectin, high molecular 
weight-adiponectin. 
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3.4 考察 
 スタチンは大規模臨床試験を用いたメタ解析の結果，糖尿病の新規発症のリスクを増加
させることが報告 19) されていることから糖代謝を悪化させる可能性が指摘されている． 
そのため糖尿病のリスク因子を有する正常血糖患者ならびに耐糖能障害（IGT）患者の糖尿
病の新規発症に対するスタチンの影響だけでなく，すでに 2 型糖尿病を発症した患者の血
糖コントロールに対する影響を検討する必要がある．また，スタチンが糖代謝に影響を与
える機序の一つとしてアディポカインの一種であり肝および脂肪細胞においてインスリン
感受性を高める Ad が関与していると考えられている．69) そこで本研究では，高 LDL コレ
ステロール血症を伴う 2型糖尿病患者の血糖コントロールおよび血中 Ad濃度に対するスタ
チンの影響を検証した． 
 本研究では，スタチンの 12 週間以上にわたる投与を行ったが，対照群と比べ糖代謝マー
カーである血糖値ならびに HbA1c 値の変化率に有意な差は認められなかった．また，スタ
チンの中で最も多く投与されたプラバスタチンを服用していた患者を，対照群と性別，年
齢，HbA1c 値をマッチングさせたプラバスタチン投与群においても同様の結果となった．2
型糖尿病患者にスタチンを投与した 9 つのランダム化比較試験をもとにメタ解析が行われ
たが，プラセボ群に比べスタチン投与群では糖コントロールの悪化および HbA1c 値の増加
が認められており 70) 本研究とは異なる結果となった．しかし，脂溶性のスタチンに分類さ
れるアトルバスタチンやロスバスタチンを，2 型糖尿病患者に投与した場合に血糖コントロ
ールが悪化するとの報告がある 54) 一方，水溶性のスタチンに分類されるプラバスタチンを
2 型糖尿病患者に投与した場合においては，血糖コントロールに影響を与えないとの報告が
多い．53, 71, 72) そのため，本研究においてスタチンが投与された患者の中でプラバスタチン
を服用した患者が 24 例中 15 例と最も多く投与されていたこと，およびプラバスタチン投
与群のみで検証を行ったためと考えられた． 
 Ad はスタチンによる糖代謝悪化の機序に関与する因子の一つとして考えられているが，
本研究におけるスタチンの投与は，血中総および高分子量 Ad 濃度に影響を与えなかった．
しかし，年齢，性別，HbA1c 値をマッチさせるとプラバスタチン投与群は，対照群に比べ
血中高分子量 Ad 濃度の変化率を有意に低下させることが明らかとなった．プラバスタチン
は高 LDL コレステロール血症患者や冠動脈疾患および IGT を有する高コレステロール患者
に対し投与した場合に血中 Ad 濃度を増加するとの報告がある．73，74) 一方，2 型糖尿病患者
を対象にした調査では，血中 Ad 濃度に影響を与えないと報告されている．65) しかし，今ま
でに 2型糖尿病患者にプラバスタチンを投与することによって血中Ad濃度を減少させたと
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いう報告はない．今回の結果のように血中高分子量 Ad 濃度を低下させた理由としてスタチ
ンの一種であるロスバスタチンがマウスの脂肪前駆細胞である 3T3L-1 細胞において
HMG-CoA 還元酵素を阻害することによって PPARγ のリガンドであるファルネシルピロリ
ン酸の産生量を低下させ Ad 遺伝子の発現を抑制するとの報告があり，61) プラバスタチンに
おいても同様の機序によって脂肪細胞における Ad の生成・分泌を低下させる可能性が考え
られた．  
 本研究では，マッチング後のプラバスタチン投与群において，高分子量 Ad 濃度の変化率
がマッチング後の対照群に比べ有意に低下したのにもかかわらず，血糖値および HbA1c 値
の変化率に違いが認められなかった．スタチンによる血糖コントロールの悪化の機序の一
つとして，Ad とは別にスタチンが直接的および間接的に電位依存性 Ca2+チャネルに影響を
与え，膵β細胞におけるインスリン分泌機能を障害することが考えられている．75) シンバ
スタチンがラット膵β細胞において，インスリン分泌機構で重要な役割を担う L 型 Ca2+チ
ャネルを阻害しインスリンの分泌を低下させる．一方，プラバスタチンは阻害せずインス
リン分泌能に影響を与えないとの報告がある．76) さらに，高コレステロール血症を伴う早
期の 2 型糖尿病患者においてプラバスタチンは，インスリン分泌機能の指標であるディス
ポジションインデックスを投与前に比べ増加させたとの報告があり，77) プラバスタチンは，
むしろインスリン分泌機能を改善する可能性が示唆されている．そのため血中高分子量 Ad
濃度が減少し，肝および脂肪細胞におけるインスリン感受性が低下した状態であっても，
プラバスタチンが膵β細胞においてインスリン分泌を増加させ，結果的に血糖コントロー
ルが悪化しなかった可能性が考えられた．しかし，プラバスタチン投与による血中高分子
量 Ad 濃度の低下は，インスリン抵抗性を促進する可能性があるため，高 LDL コレステロ
ール血症を伴う 2 型糖尿病患者にプラバスタチンを投与する際は，血糖コントロールの変
動に注視する必要があると考えられた． 
本研究では，各群において使用されていた糖尿病治療薬に違いがみられた．しかし，観
察期間中に糖尿病治療薬の変更がみられた患者は除外されており，本研究で得られた結果
に対する影響は少ないもの考えられた． 
  
35 
 
3.5 小括 
高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者にプラバスタチンの投与を行ったが，
血糖コントロールには影響を与えなかった．しかし，プラバスタチンの投与によって血中
高分子量 Ad 濃度が低下する可能性が示唆された．そのため，高 LDL コレステロール血症
を伴う 2 型糖尿病患者にプラバスタチンの投与を継続する場合には，血糖コントロールの
変動に注視しなければならないことが示唆された． 
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第四章 総括 
本研究では，2 型糖尿病モデルラットを用いて大腿動脈におけるスーパーオキシドの産生
増加とその機序について検討を行った．また，2 型糖尿病モデルラットにプラバスタチンの
慢性投与を行いその効果を検討した．さらに，高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿
病患者の血糖コントロールおよび血中Ad濃度に与える影響を検討し以下の知見を得ること
ができた． 
 2 型糖尿病モデルラット大腿動脈において，スーパーオキシド産生が増加していることが
明らかとなった．このスーパーオキシドの産生増加には，血清中に増加した Glycer-AGEs
が深く関与しており，Glycer-AGEs が大腿動脈においてミトコンドリア呼吸鎖複合体 II を活
性化することによってスーパーオキシドの産生を増加させることが示唆された．また，高
血糖状態初期段階からのプラバスタチンの慢性投与は，2 型糖尿病モデルラットの大腿動脈
におけるスーパーオキシドの産生増加を抑制することが明らかとなった．このプラバスタ
チンによるスーパーオキシドの産生増加抑制効果は，コレステロール低下作用によるもと
は異なり，血清 Glycer-AGEs 濃度の減少によるものであることが推察された． 
 一方，プラバスタチンは，高 LDL コレステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者の血糖コン
トロールには影響を与えないことが示唆された．しかし，観察期間中にインスリン感受性
を増加させる血中高分子量 Ad 濃度を低下させる可能性が示唆された． 
 以上の結果より，糖尿病初期段階におけるプラバスタチンの投与は，コレステロール低
下作用に加え，その作用とは独立した抗酸化作用を有することから 2 型糖尿病の大血管合
併症である PAD の発症を抑制する可能性が示唆された．一方，プラバスタチンが高 LDL コ
レステロール血症を伴う 2 型糖尿病患者の血中高分子量 Ad 濃度を低下させたことから，プ
ラバスタチンを 2 型糖尿病患者に投与する際には，血糖コントロールの悪化に注視し使用
しなければならないことが示唆された．  
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